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血症は患者を含む 3 世代 6 名(男女共)の家族に認められ，常染色体優性遺伝が考えられた。この異常







定が困難である。乙の意味において， Rsa 1 , Pvu II , Mbo II の三種ーの酵素がscreening IC適しているが，
特にMboII の認識部位が生物活性に重要な B鎖24 ， 25位のphenylalanineのcodonの一部 (TCTTC) であ
る事，及び第 1 例目の患者でもこの認識部位の欠如が認められた事から，まずこの酵素MboIIを使用し
た。患者及び正常者DNA30μgをMboI 90U と約16時間370Cでincubate した後， Mbo I90U を加えさら
に 8 時間incubation を継続した。切断されたDNA断片を， phenol抽出， ethanol沈澱後， 2.0 労agarose
gel電気泳動でミ分離し，その後Southernの方法を用いてnitrocellulose 紙上に吸着固定した。次いでnick
transla tionにより 32p でτlabel したヒトインスリンcDNAとのhybridiza tionを千子い，そのpatternをauto­
radiogra p hy I乙て検討した。その結果患者DNAからは，正常者DNAでみられる 1600 ， 580 , 340bpの
3 本のbandlC加え， 920 bp の extra bandが得られた。これは， Mboll 認識部位の欠如を示しており，




I を用いた患者DNAの切断分析で、は14kbのsingle band が得られたため，乙の大きさのインスリン遺伝
子を含むと考えられる 12.3 ,....., 16.5 kbの EcoRI fragmentを患者DNAから electroelution IC て単離し，
cloning!C用いた。 vectorとしてはbacteriophage ﾀ gt ・ WES ・ ÀBを用いたo Eco RI処理と sucrose graｭ
dientlζ て単離したphage arm と，前記患者DNA Eco RI fragmentをligase下に結合させた後， in vitro 
packaging法でrecombinant phageを作成した。 32p ーヒトインスリンcDNAをprobeとして用い， plaque
hy bridiza tion法にてscreemng した結果，約50万個のphage plaqueから最終的に 4 個のインスリン遺伝
子を持つcloneが得られた口 MboII による切断分析の結果， 2 個が正常， 2 個が異常と考えられた。各々
をplasmid pBR 322 I乙てsubcloning した後，塩基配列をMaxam-Gilbert法を用いて決定した。その結
果 B鎖24位phenylalanineの codon TTCがTCC (serine) に突然変異を起している事が同定された。従っ






2. cloning の結果，同数の正常及び異常インスリン遺伝子が得られ， B鎖24位のTTCからTCCへの突然
変異が同定された口その結果，異常インスリンは CSer B24J インスリンと判明した。
以上の結果は，糖尿病の成因及びインスリンの構造と作用を解明する上で重要であると考えられる。
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論文の審査結果の要旨
インスリン遺伝子の検索は，糖尿病の成因，インスリンの構造と作用を解明する上で重要である。
本論文では，著明な高インスリン血症を呈する糖尿病家系において，その異常同定のためインスリン
遺伝子の分析，塩基配列の決定を行った結果， B鎖24位のフェニルアラニンがセリンに突然変異を起した
異常インスリンである事が見出された。
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